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Referat: 
Adipositas ist besonders in den Industrienationen ein zunehmendes gesellschaftliches und 
ökonomisches Problem. Dabei sind vor allem die kardiovaskulären und metabolischen 
Begleiterkrankungen von entscheidender Bedeutung. In den letzten Jahren konnte gezeigt 
werden, dass verschiedene Adipozyten- und Hepatozyten-sezernierte Proteine Mediatoren von 
Insulinresistenz und Dyslipidämie darstellen. Kürzlich wurde Angiopoietin-related growth 
factor (AGF) als ein neues, von der Leber produziertes Protein, das potentiell Insulinresistenz 
und Adipositas antagonisiert, vorgestellt. Im Mausmodell waren AGF-überexprimierende 
Tiere schlanker und insulinsensitiver verglichen zu Kontrolltieren. Zudem entwickelten AGF-
knockout-Mäuse eine Adipositas, Insulinresistenz sowie eine Leber- und 
Skelettmuskelverfettung. Weiterhin fand sich in epidermalen Keratinozyten eine 
Hypervaskularisierung bei transgenen Mäusen mit AGF-Expression. Dies macht AGF 
möglicherweise zu einem Zielgen in der Behandlung moderner Zivilisationskrankheiten, wie 
z.B. dem Diabetes mellitus Typ 2 (DMT2). Bisherige Publikationen über AGF basieren 
zumeist auf Tiermodellen. Über die Regulation beim Menschen existieren dagegen bislang 
nur wenige Studien.  
In der vorliegenden Arbeit wurde AGF im Serum verschiedener Patientenpopulationen mit 
einem erhöhten kardiovaskulären Risikoprofil (Patienten mit chronischer Dialysepflicht, 
DMT2, Präeklampsie [PE]) mittels enzyme-linked immunosorbent assay quantifiziert und mit 
Kontrollpatienten verglichen. Die Ergebnisse zeigen, dass AGF bei Patienten mit DMT2 im 
Vergleich zu Nichtdiabetikern signifikant erhöht ist. Bei terminal-niereninsuffizienten 
Patienten dagegen fanden sich signifikant niedrigere AGF-Konzentrationen im Serum. Bei 
PE-Patientinnen waren signifikant höhere AGF-Spiegel nachweisbar verglichen zu gesunden 
schwangeren Kontrollen. Die vorgestellten Daten weisen darauf hin, dass erhöhte AGF-
Spiegel bei DMT2 und PE eine physiologische Gegenregulation darstellen könnten, die der 
Insulinresistenz bei DMT2 bzw. antiangiogenetischen Faktoren bei PE entgegenwirkt. 
Alternativ wäre – ähnlich der Insulinresistenz – eine Resistenz von Patienten mit DMT2 bzw. 
PE gegen AGF möglich mit einer reflektorischen Erhöhung dieses Hepatozyten-exprimierten 
Faktors. 
Die genaue Rolle von AGF bei kardiovaskulären Risikopatienten muss in zukünftigen 
Arbeiten noch weiter aufgeklärt werden.   
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1. Einleitung 
Nach der International Statistical Classification of Diseases and Related Health Problems 
(ICD) stellen kardiovaskuläre Erkrankungen heute in der Bundesrepublik Deutschland die 
häufigste Todesursache dar.(1) Als Risikofaktor dafür hat sich besonders in den 
Industrienationen die Adipositas etabliert, die mit Insulinresistenz, Diabetes mellitus Typ 2 
(DMT2), Dyslipidämie sowie arterieller Hypertonie assoziiert ist.(2,3) In den letzten Jahren 
wurde nachgewiesen, dass eine Dysregulation verschiedener Adipozyten- und Hepatozyten-
sezernierter Proteine zum erhöhten Risiko für metabolische und kardiovaskuläre 
Erkrankungen bei Adipositas beiträgt.(2,3) So wurden Tumor Necrosis Factor (TNF)-α und 
Interleukin (IL)-6 als Insulinresistenz-erzeugende Zytokine eingeführt, die das Risiko von 
kardiovaskulären Erkrankungen erhöhen.(2,4) Im Gegensatz dazu konnte gezeigt werden, dass 
das Adipozyten-sezernierte Protein Adiponectin und der von der Leber sezernierte Fibroblast 
Growth Factor-21 die Glukosetoleranz signifikant verbessern.(2,5) 
Vor kurzem wurde von Oike et al. Angiopoietin-related Growth Factor (AGF) als ein von der 
Leber produziertes Protein vorgestellt, das Adipositas und Insulinresistenz antagonisiert(6) und 
die Angiogenese signifikant stimuliert.(7) Transgene Mäuse, die AGF in epidermalen 
Keratinozyten exprimierten, entwickelten rötliche Ohren, Schnauzen und Fußsohlen im 
Vergleich zu gesunden Mäusen, was auf eine verstärkte Angiogenese im Hautgewebe 
hinweist.(7) In Übereinstimmung mit dieser Hypothese war die Kapillargefäßdichte in den 
transgenen Tieren erhöht.(7) Die gleiche Arbeitsgruppe konnte nachweisen, dass AGF eine 
vermehrte Neovaskularisation bei Mäusen in vivo erzeugte.(7) Daneben entwickelten AGF-
knockout-Mäuse eine starke Adipositas und Insulinresistenz sowie eine vermehrte 
Fetteinlagerung in der Leber und in der Skelettmuskulatur.(6) AGF-Mangel führte des 
Weiteren zu einem reduzierten Energieumsatz.(6) Zusätzlich waren transgene Mäuse mit AGF-
Überexpression schlank, insulinsensitiv und hatten einen verstärkten Energieumsatz.(6) Nach 
einer hochkalorischen fettreichen Diät wiesen AGF-überexprimierende Mäuse eine geringere 
Adipositas sowie geringere Insulin-, Fettsäure- und Cholesterolkonzentrationen im Plasma 
auf.(6) Zudem hatten sie im Vergleich zu Kontrollmäusen geringere Mengen an weißem 
Fettgewebe und keine relevante Akkumulation von Fettsäuren in der Leber, dem 
Skelettmuskel oder dem braunen Fettgewebe.(6) Ähnliche Effekte konnten bei Mäusen mit 
vermehrter hepatischer AGF-Expression nach adenoviraler Transduktion nachgewiesen 
werden.(6) 
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Bisher wurde AGF lediglich an Nagetieren untersucht und es existieren keine Publikationen 
darüber, ob das Protein bei kardiovaskulären Risikopatienten in vivo dysreguliert ist. In der 
vorliegenden Arbeit wurden daher die AGF-Serumspiegel bei Menschen mit DMT2 und 
Präeklampsie (PE) quantifiziert, welche ein signifikant erhöhtes kardiovaskuläres Risiko 
aufweisen verglichen zu ihren jeweiligen Kontrollen. Des Weiteren wurde AGF in 
Hämodialysepatienten quantifiziert. Diese Untersuchungen sollten der  Frage nachgehen, ob 
sich Hinweise für eine renale Elimination des Proteins ergeben.  
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2. Material und Methoden 
2.1 Studiendesign 
2.1.1 AGF bei chronischer Dialysepflicht und Diabetes mellitus Typ 2 
Für die Studie wurden 62 Männer und 58 Frauen rekrutiert, von denen 60 Patienten eine 
glomeruläre Filtrationsrate (GFR) über 50 ml/min nach Cockroft-Gault-Formel hatten und 60 
Patienten chronisch dialysepflichtig waren. 30 von 60 Kontrollpatienten und 32 von 60 
Patienten mit chronischer Dialysepflicht (CD) hatten einen DMT2. DMT2 wurde definiert als 
ein Nüchternblutzucker > 126 mg/dl oder durch eine Therapie mit oralen Antidiabetika bzw. 
Insulin. Bei den 30 Nichtdiabetikern der Kontrollgruppe wurde mittels eines oralen 
Glukosetoleranztests mit 75 g Glukose und einem 2 h-Blutzuckerwert < 200 mg/dl ein DMT2 
ausgeschlossen. Aufgrund der notwendigen Flüssigkeitsrestriktion bei CD wurde dieser Test 
bei dialysepflichtigen Nichtdiabetikern nicht durchgeführt. Bei allen Patienten erfolgte eine 
morgendliche Nüchternblutentnahme. Der Body-Mass-Index (BMI) wurde berechnet als 
Quotient aus Körpergewicht in kg und Körpergröße in m zum Quadrat. Zur Bestimmung der 
waist-to-hip ratio (WHR) wurden bei allen Patienten Bauch- und Hüftumfang gemessen. 
Homeostasis model assessment of insulin resistance (HOMA-IR) wurde nach 
vorbeschriebener Methode berechnet.(8) Das Alter der Studienteilnehmer lag zwischen 32 und 
85 Jahren und der BMI zwischen 18,7 und 46,1 kg/m². Patienten, die an systemischen 
Infektionen oder malignen Grunderkrankungen litten, wurden nicht in die Studie 
eingeschlossen. Die Studie wurde von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultät der 
Universität Leipzig geprüft und genehmigt. Des Weiteren gaben alle Studienpatienten vor der 
Teilnahme ihr schriftliches Einverständnis ab. 
2.1.2 AGF bei Präeklampsie 
Für die Studie wurden 22 Schwangere mit PE aus der Selbständigen Abteilung für 
Geburtsmedizin der Universitätsfrauenklinik Leipzig rekrutiert. Bei keiner Patientin war eine 
PE in einer früheren Schwangerschaft aufgetreten. Die Kontrollgruppe bestand aus 22 
normotensiven Schwangeren, die aus verschiedenen Gründen wie Zervixinsuffizienz und 
Placenta praevia in die Selbständige Abteilung für Geburtsmedizin der 
Universitätsfrauenklinik Leipzig eingewiesen wurden. PE wurde definiert als ein 
Schwangerschafts-induzierter Bluthochdruck systolisch > 140 mmHg bzw. diastolisch > 90 
mmHg mit zusätzlich bestehender Proteinurie bei Frauen, die in den ersten 20 
Schwangerschaftswochen normotensiv waren.(9) Eine signifikante Proteinurie war gegeben 
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bei mehr als 300 mg Gesamtprotein im 24 h-Sammelurin oder einer ≥ 1+ Proteinurie gemäß 
Teststreifen, welche nicht durch eine Harnwegsinfektion erklärt werden konnte. BMI und 
HOMA-IR wurden wie oben dargestellt berechnet. Das Alter der Patientinnen lag zwischen 
18 und 40 Jahren und der BMI zwischen 16,9 und 30,5 kg/m2. Bei allen Kontrollpatientinnen 
erfolgte eine morgendliche Nüchternblutentnahme in den ersten 3 Tagen nach stationärer 
Aufnahme. Bei PE-Patientinnen wurde innerhalb von 3 Tagen nach Diagnosestellung 
morgendlich nüchtern Blut abgenommen. Zum Zeitpunkt der Blutentnahme befand sich keine 
der Patientinnen in den Wehen. Bei 20 von 22 Kontrollpatientinnen und 20 von 22 PE-
Patientinnen erfolgte sechs Monate nach Entbindung eine erneute Blutentnahme (mediane 
Zeit nach Entbindung: 194 Tage; Kontrollgruppe: 200 Tage; PE: 185 Tage). Vier Patientinnen 
lehnten eine erneute Blutentnahme ab oder waren nicht kontaktierbar. Patientinnen mit 
Nierenerkrankungen, Diabetes mellitus, malignen Erkrankungen, einer Körpertemperatur über 
38,5°C oder Zeichen einer Sepsis bei Erstaufnahme wurden von der Studie ausgeschlossen. 
Die Studie wurde von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultät der Universität 
Leipzig geprüft und genehmigt. Alle Patientinnen gaben vor Teilnahme ihr schriftliches 
Einverständnis ab.  
2.2 Assays 
Nach der Blutentnahme wurde das Serum mittels Zentrifugation bei 4000 g für 10 Minuten 
abgetrennt und bei -80 °C eingefroren. Für die Bestimmung des Seruminsulins wurde ein two-
site chemiluminescent enzyme immunometric assay für den Immulite automated analyzer 
(Diagnostic Products, Los Angeles, CA, USA) verwendet. Zirkulierendes AGF (Adipogen, 
Seoul, Südkorea), Adiponectin (Mediagnost, Reutlingen, Deutschland) und Leptin 
(Mediagnost, Reutlingen, Deutschland) wurden mit kommerziell erhältlichen enzyme-linked 
immunosorbent assays (ELISA) gemäß den Angaben der Hersteller vermessen. Für die Studie 
zu AGF bei Niereninsuffizienz erfolgte die Leptinbestimmung mittels eines vorbeschriebenen 
eigenen Assays.(10) Kreatinin, Parathormon (PTH), freie Fettsäuren (FFS), Cholesterol, 
Triglyzeride (TG) und C-reaktives Protein (CRP) wurden in einem zertifizierten Labor mit 
Standardmethoden bestimmt.  
2.3 Statistische Auswertung 
2.3.1 AGF bei chronischer Dialysepflicht und Diabetes mellitus 
Für die statistischen Analysen kam SPSS in der Version 11.5 (SPSS, Chicago, IL, USA) zum 
Einsatz. Unterschiede zwischen den verschiedenen Gruppen wurden mittels Mann-Whitney-
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U- und Kruskal-Wallis-Test untersucht. Für die univariaten Analysen wurden 
Rangkorrelationen nach Spearman angewendet. Daneben wurden multivariate lineare 
Regressionsanalysen durchgeführt, um unabhängige Prädiktoren von AGF zu ermitteln. 
Parameter, die in der univariaten Analyse signifikant mit dem AGF-Spiegel korrelierten, 
wurden hierbei neben Alter und Geschlecht als unabhängige Variablen analysiert. Da sich 
Nüchternblutzucker und DMT2 bzw. GFR und CD gegenseitig bedingen, wurden diese 
Parameter nicht gemeinsam in die multivariaten Analysen integriert. Vor der Durchführung 
der multivariaten Analysen wurden die Parameter mit dem Shapiro-Wilk-W-Test auf 
Normalverteilung überprüft. Nicht normalverteilte Parameter wurden vor multivariater 
Analyse logarithmisch transformiert. Statistische Signifikanz lag bei einem p-Wert < 0,05 vor. 
2.3.2 AGF bei PE 
Alle statistischen Analysen erfolgten ebenfalls mithilfe von SPSS in der Version 11.5. Die 
Parameter wurden auf Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-W-Test überprüft und alle 
nicht normalverteilten Parameter vor den multivariaten Analysen logarithmisch transformiert. 
Unterschiede zwischen der Kontroll- und der PE-Gruppe wurden mittels ungepaartem 
Student´s t-Test bzw. dem χ2-Test detektiert. Für die univariaten Korrelationsanalysen wurde 
die Methode nach Pearson genutzt. Zum Erkennen von unabhängigen Beziehungen kam auch 
hier eine multivariate lineare Regressionsanalyse zur Anwendung. Als statistisch signifikant 
galten ebenfalls p-Werte < 0,05. Unterschiede zwischen den AGF-Spiegeln vor und sechs 
Monate nach Entbindung wurden mittels gepaartem Student´s t-Test ermittelt.  
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3. Ergebnisse 
3.1 AGF bei chronischer Dialysepflicht und Diabetes mellitus 
Die nachfolgend ausgewerteten Tabellen sind in unten genannter Publikation zu finden.*  
Klinische Parameter der beiden Gruppen (Kontrolle, CD) sind in Tabelle 1 zusammengefasst. 
Alle Variablen sind als Median ± interquartile range angegeben. In Tabelle 2 erfolgt eine 
weitere Unterteilung der Subgruppen in Nichtdiabetiker und Diabetiker.  
In der Gesamtpopulation lagen die Serum-AGF-Spiegel bei 140,7 ± 104,6 µg/l. Der mediane 
AGF-Spiegel der Kontrollgruppe war signifikant höher (164,0 ± 95,4 µg/l) verglichen zu 
Patienten mit CD (125,9 ± 96,3 µg/l); (p < 0,05); (Tabelle 1). Außerdem hatten DMT2-
Patienten signifikant höhere AGF-Konzentrationen (161,7 ± 114,2 µg/l) als Nichtdiabetiker 
(123,0 ± 88,2 µg/l); (p < 0.01). Es konnte kein signifikanter Geschlechtsunterschied bezüglich 
AGF nachgewiesen werden (Männer: 131,6 ± 102,7 µg/l; Frauen: 144,9 ± 98,1 µg/l).  
Univariate Korrelationen 
Bei der Analyse aller Patienten korrelierte AGF positiv mit BMI, GFR und 
Nüchternblutzucker sowie negativ mit Serumkreatinin (p < 0,01); (Tabelle 3). In der 
Kontrollgruppe konnte eine positive Korrelation zwischen AGF und Nüchterblutzucker sowie  
HOMA-IR nachgewiesen werden (p < 0,05); (Tabelle 3). Bei CD war AGF in der univariaten 
Analyse positiv assoziiert mit CRP (p < 0,05); (Tabelle 3). Im Gegensatz dazu korrelierte 
AGF nicht mit dem Alter der Patienten, dem Blutdruck, Fettstoffwechselparametern (FFS, 
Cholesterol, TG), Adiponectin und Leptin (Tabelle 3).  
Multivariate Regressionsanalysen 
In der multivariaten linearen Regressionsanalyse und nach Korrektur für Alter und Geschlecht 
blieb CD negativ und DMT2 positiv assoziiert mit dem AGF-Spiegel (p < 0,05); (Tabelle 4, 
Modell 1). Zusätzlich war der Nüchternblutzucker unabhängig von Alter, GFR und BMI ein 
positiver Prädiktor der zirkulierenden AGF-Spiegel (Tabelle 4, Modell 2). Die in den 
univariaten Analysen dargestellte positive Assoziation zwischen AGF einerseits sowie 
Nüchternblutzucker und HOMA-IR andererseits in der Kontrollgruppe sowie die Assoziation 
zwischen AGF und CRP bei CD blieben auch nach Korrektur für Alter und Geschlecht 
statistisch signifikant (Daten im Manuskript nicht gezeigt). 
 
* Die Ergebnisse der beschriebenen Untersuchungen sind in folgender Publikation dargestellt:  
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-  Ebert T, Bachmann A, Lössner U, Kratzsch J, Blüher M, Stumvoll M, Fasshauer M. 
Serum levels of angiopoietin-related growth factor in diabetes mellitus and chronic 
hemodialysis. Metabolism. 2009 Apr;58(4):547-51. 
 
3.2 AGF bei Präeklampsie 
Die nachfolgend ausgewerteten Tabellen sind in unten genannter Publikation zu finden.**  
Tabelle 1 zeigt die klinischen Parameter für die Subgruppen (Kontrolle, PE). Bei PE-
Patientinnen waren die Serumkonzentrationen von AGF im Vergleich zu Kontrollpatientinnen 
signifikant erhöht. Alter der Patientinnen, Schwangerschaftsdauer und BMI zum Zeitpunkt 
der Blutentnahme unterschieden sich nicht signifikant voneinander in den beiden Gruppen. Es 
war jedoch ein Trend zu höherem Lebensalter und höherem BMI bei Patientinnen mit PE zu 
verzeichnen (Tabelle 1). Auch nach Korrektur für Alter und BMI blieb der Unterschied der 
AGF-Serumspiegel zwischen der Kontrollgruppe und der PE-Gruppe signifikant (p < 0,05); 
(Daten im Manuskript nicht gezeigt). Systolischer und diastolischer Blutdruck, 
Serumkreatinin, TG, Leptin, Adiponectin sowie CRP waren signifikant höher bei Patientinnen 
mit PE verglichen zur Kontrollgruppe (Tabelle 1). Im Gegensatz dazu unterschieden sich 
Nüchternblutzucker, Nüchterninsulinspiegel, HOMA-IR und Cholesterol nicht signifikant 
zwischen beiden Gruppen (Tabelle 1).  
Univariate Korrelationen 
Bei Analyse aller Patientinnen korrelierte AGF positiv mit dem Blutdruck (systolisch und 
diastolisch), Kreatinin und CRP (Tabelle 2). Bei PE-Patientinnen war die positive Korrelation 
zwischen AGF und CRP ebenfalls nachweisbar (Tabelle 2). Alle anderen Parameter wiesen 
nach Auftrennung in die 2 Subgruppen in der Korrelationsanalyse p-Werte > 0,05 auf 
(Tabelle 2).  
Multivariate Regressionsanalysen 
In der multiplen linearen Regressionsanalyse zeigte sich nach Korrektur für das Lebensalter 
der Patientinnen weiterhin eine signifikante positive Assoziation zwischen AGF und dem 
systolischen Blutdruck (Tabelle 3, Modell 1). Auch war die PE unabhängig vom Alter der 
Mutter ein signifikanter Prädiktor für zirkulierendes AGF (Tabelle 3, Modell 2). Im 
Gegensatz dazu konnte ein unabhängiger Zusammenhang zwischen AGF einerseits und 
Kreatinin (Tabelle 3, Modell 3) oder CRP (Daten im Manuskript nicht gezeigt) andererseits 
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nach Korrektur für den systolischen Blutdruck und das Lebensalter der Mutter nicht 
nachgewiesen werden. 
AGF sechs Monate nach Entbindung 
Ein halbes Jahr nach Entbindung unterschieden sich die medianen AGF-Konzentrationen der 
Kontrollpatientinnen (137,3 µg/l [25. Perzentile; 75. Perzentile: 101,7; 167,7]) nicht 
signifikant von den Konzentrationen während der Schwangerschaft  (140,0 µg/l [113,6; 
171,3]); (p = 0,51). Im Gegensatz dazu waren die Serumkonzentrationen von AGF bei PE-
Patientinnen sechs Monate nach Entbindung signifikant niedriger (105,5 µg/l [63,5; 197,7]) 
als während der Schwangerschaft (191,0 µg/l [158,3; 222,0]); (p = 0,004). Im Vergleich der 
AGF-Konzentrationen zwischen den Kontrollpatientinnen (137,3 µg/l [101,7; 167,7]) und den 
Patientinnen mit PE (105,5 µg/l [63,5; 197,7]) ergaben sich ein halbes Jahr nach Entbindung 
keine signifikanten Unterschiede mehr (p = 0,37).  
 
** Die Ergebnisse der beschriebenen Untersuchungen sind in folgender Publikation 
dargestellt:  
-  Stepan H, Ebert T, Schrey S, Reisenbüchler C, Stein S, Lossner U, Bluher M, Stumvoll 
M, Kratzsch J, Faber R, Fasshauer M. Serum levels of angiopoietin-related growth factor 
are increased in preeclampsia. Am J Hypertens. 2009 Mar;22(3):314-8. Epub 2008 Dec 4. 
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4. Diskussion 
4.1. AGF bei chronischer Dialysepflicht und Diabetes mellitus Typ 2 
In unserer Studie konnte erstmals nachgewiesen werden, dass bei DMT2 die 
Serumkonzentrationen von AGF im Vergleich zu Nichtdiabetikern signifikant erhöht sind. 
Zudem bleibt in multivariaten Analysen der DMT2 ein unabhängiger und positiver Prädiktor 
der AGF-Konzentrationen im Serum. Passend dazu ist auch der Nüchternblutzucker der 
Kontrollgruppe positiv mit zirkulierendem AGF assoziiert.  
 
AGF wurde als ein von der Leber sezerniertes Protein vorgestellt, das potentiell Adipositas 
und Insulinresistenz antagonisiert, wie in der Einleitung dargestellt.(6) Weiterhin gilt AGF als 
ein Kandidatengen für Adipositas in Intercross-Experimenten mit C57BL/6J- und 
129S1/SvImJ-Mäusen unter atherogener Diät.(11) Kürzlich konnten die Mechanismen der 
Wirkung von AGF auf den Glukosemetabolismus weiter aufgeklärt werden. So inhibiert AGF 
die Glukoseproduktion in Hepatozyten, indem es auf Transkriptions- und Translationsebene 
konzentrationsabhängig die Expression der Glukose-6-Phosphatase hemmt.(12) Des Weiteren 
scheint ein Phosphatidylinositol-3-Kinase- und Proteinkinase B (=Akt)-abhängiger Export des 
Transkriptionsfaktors Forkhead box class O1 aus dem Zellkern diesen Effekt zu regulieren.(12) 
Unter Berücksichtigung dieser Ergebnisse könnte die Hochregulation von AGF bei DMT2 
einen kompensatorischen Mechanismus darstellen, welcher die Hyperglykämie limitiert. 
Auch könnte AGF vor der klinischen Manifestation des DMT2 die Insulinresistenz 
antagonisieren und nach Progression der Glukosestoffwechselstörung zu einem Diabetes 
mellitus nicht mehr wirksam sein. Zusätzlich oder alternativ könnte auch eine 
kompensatorische Hochregulation von AGF bei DMT2 bedingt durch eine AGF-Resistenz 
vorliegen. Dies würde an die Hyperinsulinämie und Hyperleptinämie als Kompensation der 
Adipositas-assoziierten Insulin- und Leptinresistenz erinnern.(13) Weitere Untersuchungen 
sind notwendig, um die physiologischen und pathophysiologischen Regelkreise und 
Transduktionswege von AGF beim DMT2 des Menschen in vivo detaillierter aufzuklären. 
 
In unserer Studie konnte außerdem erstmals nachgewiesen werden, dass das zirkulierende 
AGF bei chronisch dialysepflichtigen Patienten signifikant erniedrigt ist im Vergleich zur 
Kontrollgruppe mit einer GFR > 50 ml/min. Die CD bleibt zudem ein signifikant negativer 
Prädiktor der Serum-AGF-Konzentration in der multivariaten Analyse unabhängig vom 
DMT2. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass AGF nicht renal eliminiert wird. Jedoch 
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sollten gemäß unseren Ergebnissen in Zukunft Nierenfunktionsparameter in allen Studien zur 
Physiologie und Regulation von AGF beim Menschen Berücksichtigung finden. Weitere 
Arbeiten sind notwendig, um die Mechanismen aufzuklären, über welche eine beeinträchtigte 
Nierenfunktion zu reduzierten AGF-Konzentrationen führt.  
 
4.2. AGF bei Präeklampsie 
In den letzten Jahren wurde nachgewiesen, dass eine verminderte Synthese 
proangiogenetischer Mediatoren wie Placental Growth Factor sowie eine Induktion 
antiangiogenetischer Proteine wie sFlt1 zur Pathogenese der PE beitragen.(14-20) 
 
In unserer Studie konnte erstmals gezeigt werden, dass die mütterlichen AGF-
Serumkonzentrationen bei Patientinnen mit PE signifikant höher sind verglichen zu gesunden 
Kontrollpatientinnen. Die PE bleibt auch in multivariaten Analysen ein signifikant positiver 
Prädiktor der AGF-Konzentration unabhängig vom Lebensalter der Patientinnen. Zudem ist 
der systolische Blutdruck in den multivariaten Regressionsanalysen positiv assoziiert mit der 
AGF-Konzentration. Die erhöhte Konzentration von AGF bei PE erscheint paradox, da das 
Protein proangiogenetische Eigenschaften aufweist. So konnten Urano et al. nachweisen, dass 
eine Adenovirus-vermittelte AGF-Überexpression in ischämischen Gliedmaßen im 
Mausmodell durch eine Induktion der Angiogenese und Arteriogenese zu einem vermehrten 
Blutfluss und letztendlich zu weniger Gliedmaßenamputationen führt.(21) In weiteren 
Untersuchungen wies die Arbeitsgruppe nach, dass dieser Effekt durch eine erhöhte 
endotheliale Stickstoffmonoxid-(NO)-Produktion bedingt ist. AGF induziert die 
Phosphorylierung der Extracellular signal-regulated kinase (ERK)-1 und -2, welche 
wiederum zu einer vermehrten Phosphorylierung und Aktivierung der endothelialen NO-
Synthase führt.(21) In weiteren Studien muss nun geklärt werden, ob die Hochregulation von 
AGF bei PE ein kompensatorischer Mechanismus ist, welcher der geringeren Verfügbarkeit 
von NO und der reduzierten Angiogenese bei PE entgegenwirkt. Auch der Einfluss einer 
möglichen plazentaren Produktion von AGF auf die zirkulierenden Konzentrationen des 
Proteins bei PE sollte untersucht werden. 
 
Wir konnten in dieser Studie bei PE-Patientinnen keinen unabhängigen Zusammenhang 
zwischen der Konzentration von AGF und Markern für Adipositas, Glukose- und 
Fettstoffwechsel nachweisen, trotz der Tatsache, dass AGF potentiell Adipositas und 
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Insulinresistenz antagonisiert.(6) Diese Ergebnisse deuten in Zusammenschau mit unseren 
Untersuchungen bei CD und DMT2 darauf hin, dass AGF bei Schwangeren  im Gegensatz zu 
Nichtschwangeren eher keine vorrangige Rolle bei der Regulation von Körpergewicht und 
Insulinsensitivität spielt. Interventionelle Studien sind jedoch notwendig, um die Effekte von 
AGF auf Glukosemetabolismus und Körpergewicht von Schwangeren näher zu untersuchen. 
Auch sollte der Einfluss von AGF auf Schwangerschaftsdauer und Geburtsgewicht in 
zukünftigen Studien bestimmt werden.  
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Adipositas und die mit ihr assoziierten kardiovaskulären und metabolischen 
Begleiterkrankungen sind besonders in den Industrienationen ein zunehmendes 
gesellschaftliches und ökonomisches Problem. In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, 
dass verschiedene Adipozyten- und Hepatozyten-sezernierte Proteine Mediatoren von 
Insulinresistenz und Dyslipidämie darstellen. Kürzlich wurde Angiopoietin-related growth 
factor (AGF) als ein neues, von der Leber produziertes Protein, das potentiell Insulinresistenz 
und Adipositas antagonisiert, vorgestellt. Im Mausmodell war AGF assoziiert mit einer 
gesteigerten Insulinsensitivität sowie mit einer verminderten Adipositas und geringerer Leber- 
und Skelettmuskelverfettung. Weiterhin zeigten sich proangiogenetische Eigenschaften des 
Proteins, sodass AGF möglicherweise ein Zielgen in der Behandlung moderner 
Zivilisationskrankheiten, wie z.B. dem Diabetes mellitus Typ 2 (DMT2), ist.  
Bislang existieren nur wenige Studien über die Regulation des Proteins beim Menschen. 
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In der vorliegenden Arbeit wurde AGF im Serum verschiedener Patientenpopulationen mit 
einem erhöhten kardiovaskulären Risikoprofil (Patienten mit chronischer Dialysepflicht, 
DMT2, Präeklampsie [PE]) mittels enzyme-linked immunosorbent assay quantifiziert und mit 
Kontrollpatienten verglichen.  
In den vorgelegten zwei Studien konnte erstmals nachgewiesen werden, dass bei Patienten mit 
DMT2 die Serumkonzentrationen von AGF im Vergleich zu Nichtdiabetikern signifikant 
erhöht sind. Weiterhin wurde gezeigt, dass zirkulierendes AGF bei chronisch 
dialysepflichtigen Patienten signifikant erniedrigt ist im Vergleich zu Kontrollen mit einer 
GFR > 50 ml/min. Auch wurde erstmals nachgewiesen, dass die AGF-Konzentrationen bei 
PE signifikant höher sind verglichen zu Kontrollen während der Schwangerschaft. Sechs 
Monate nach Entbindung konnte dieser Unterschied nicht mehr festgestellt werden.  
 
Die vorgestellten Daten weisen darauf hin, dass erhöhte AGF-Spiegel bei DMT2 und PE eine 
physiologische Gegenregulation darstellen könnten, die der Insulinresistenz bei DMT2 bzw. 
den antiangiogenetischen Faktoren bei PE entgegenwirkt. Alternativ wäre eine Resistenz von 
Patienten mit DMT2 bzw. PE gegen AGF mit einer reflektorischen Erhöhung dieses 
Hepatozyten-exprimierten Faktors möglich. 
Die genaue Rolle von AGF bei kardiovaskulären Risikopatienten muss in zukünftigen 
Arbeiten noch weiter aufgeklärt werden.   
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7. Abkürzungsverzeichnis (Anlage 1) 
 
AGF   Angiopoietin-related Growth Factor 
BMI   Body-Mass-Index  
CD   Chronische Dialysepflicht 
CRP    C-reaktives Protein 
DMT2   Diabetes mellitus Typ 2 
ELISA   Enzyme-linked Immunosorbent Assay  
ERK   Extracellular-signal Regulated Kinase 
FFS   Freie Fettsäuren 
GFR   Glomeruläre Filtrationsrate 
HOMA-IR  Homeostasis Model Assessment of Insulin Resistance 
ICD International Statistical Classification of Diseases and Related Health 
Problems 
IL   Interleukin 
NO   Stickstoffmonoxid 
PTH   Parathormon 
PE   Präeklampsie 
sFlt1   Soluble fms-like tyrosine kinase 1 
TG   Triglyzeride  
TNF   Tumor necrosis factor 
WHR   Waist-to-hip ratio 
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Abstract
Angiopoietin-related growth factor (AGF) was recently introduced as a novel liver-derived protein that antagonizes obesity and insulin
resistance. In the current study, we investigated circulating AGF levels in relation to renal function and type 2 diabetes mellitus (T2DM).
Angiopoietin-related growth factor was determined by enzyme-linked immunosorbent assay in subjects with a glomerular filtration rate
greater than 50 mL/min (n = 60, 30 diabetic and 30 nondiabetic) and in patients on chronic hemodialysis (CD; n = 60, 32 diabetic and 28
nondiabetic). Furthermore, AGF was correlated to clinical and biochemical measures of renal function, glucose and lipid metabolism, as well
as inflammation. Median serum AGF levels were significantly lower in CD patients (125.9 ± 96.3 μg/L) as compared with subjects with a
glomerular filtration rate greater than 50 mL/min (164.0 ± 95.4 μg/L) (P b .05). Furthermore, AGF serum levels were significantly increased
in diabetic patients (161.7 ± 114.2 μg/L) as compared with nondiabetic subjects (123.0 ± 88.2 μg/L) (P b .01). Moreover, CD negatively and
T2DM positively predicted AGF concentrations in multiple regression analysis. In addition, fasting serum glucose was independently and
positively correlated with circulating AGF in all patients and controls. Our results suggest that renal dysfunction is negatively and T2DM is
positively associated with AGF serum levels. Further studies are needed to better elucidate the physiologic significance of circulating AGF in
human disease.
© 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.
1. Introduction
Obesity is a rapidly growing disorder in industrialized
countries and is associated with insulin resistance, type 2
diabetes mellitus (T2DM), dyslipidemia, and hypertension
[1,2]. In recent years, it has been suggested that dysregulated
secretion of various factors from adipocytes and hepatocytes
contributes to metabolic and cardiovascular disease found in
obesity [1,2]. Among those, tumor necrosis factor–α and
interleukin-6 have been characterized as insulin resistance–
inducing cytokines that increase the risk of cardiovascular
disease [1,3]. In contrast, the adipokine adiponectin and
hepatocyte-derived fibroblast growth factor 21 have been
shown to significantly improve glucose tolerance [1,4].
Recently, angiopoietin-related growth factor (AGF, also
known as Angptl6) has been introduced as a novel liver-
derived protein that antagonizes obesity and insulin
resistance. Thus, AGF knockout mice developed marked
obesity and insulin resistance, as well as lipid accumulation
in skeletal muscle and liver [5]. Furthermore, AGF
deficiency leads to reduced energy expenditure [5]. In
accordance with these findings, mice with transgenic
overexpression of AGF were lean, were insulin sensitive,
and showed increased energy expenditure [5]. Furthermore,
AGF transgenic mice were resistant to high-fat diet–induced
obesity, insulin resistance, and nonadipose tissue steatosis
[5]. Similar effects were also found in mice with hepatic
overexpression of AGF by adenoviral transduction [5].
Whereas the role of AGF as a novel hepatocyte-derived
metabolic regulator has been well established in rodents, no
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study has determined regulation of this factor in human
disease in vivo until now. Furthermore, renal elimination has
been established as a major route by which physiologic levels
of various cytokines implicated in themetabolic syndrome are
maintained [6,7]. In contrast, the association between AGF
and renal dysfunction has not been studied so far. Therefore,
we determined AGF serum levels in 60 patients on chronic
hemodialysis (CD; 32 diabetic and 28 nondiabetic subjects)
and 60 controls (30 diabetic and 30 nondiabetic subjects) with
a glomerular filtration rate (GFR) greater than 50 mL/min
using a novel commercial enzyme-linked immunosorbent
assay system from Adipogen (Seoul, South Korea). Further-
more, this hepatocyte-secreted factor was correlated to
clinical and biochemical measures of renal function, glucose
and lipid metabolism, as well as inflammation.
2. Subjects and methods
2.1. Subjects
The design of the study has recently been described [8,9].
In brief, 120 white men (n = 62) and women (n = 58) were
recruited, with 60 patients having a GFR greater than
50 mL/min (controls) as assessed by Cockroft-Gault
formula and 60 patients being on CD. Fifty-five of the 60
controls had a GFR greater than 60 mL/min. Body mass
index (BMI) was calculated as weight divided by squared
height. Waist-to-hip ratio (WHR) was determined after waist
and hip circumferences were assessed. The age ranged from
32 to 85 years; and BMI, from 18.7 to 46.1 kg/m2. Type 2
diabetes mellitus in control and CD patients was defined as
fasting blood glucose of at least 126 mg/dL or use of insulin
or oral hypoglycemic medications. When these criteria were
applied to the study population, 30 of the 60 controls and 32
of the 60 CD patients presented with T2DM. In the 30
controls who did not meet these criteria for T2DM, the
disease was further excluded by performing 75-g oral
glucose tolerance tests. Here, these patients showed 2-hour
glucose levels less than 200 mg/dL. In contrast, T2DM was
not excluded by 75-g oral glucose tolerance tests in the 28
CD patients who did not meet the above-mentioned criteria
for T2DM because of the necessary fluid restriction.
Homeostasis model assessment of insulin resistance
(HOMA-IR) was calculated as previously described [10].
Patients with severe conditions including generalized
inflammation or end-stage malignant diseases were
excluded from the study. The study was approved by the
local Ethics Committee, and all subjects gave written
informed consent before taking part in the study.
2.2. Assays
All blood samples were taken after an overnight fast.
Serum insulin was determined with a 2-site chemilumines-
cent enzyme immunometric assay for the Immulite auto-
mated analyzer (Diagnostic Products, Los Angeles, CA).
Circulating AGF (Adipogen) and adiponectin (Mediagnost,
Reutlingen, Germany) were determined with commercially
available enzyme-linked immunosorbent assays according to
the manufacturers' instructions. Leptin levels were assessed
using an in-house assay as described previously [11]. Serum
creatinine, parathyroid hormone (PTH), free fatty acids
(FFA), cholesterol, triglycerides (TG), and C-reactive protein
(CRP) were measured in a certified laboratory by standard
laboratory methods.
2.3. Statistical analysis
All statistical analyses were performed using SPSS
software version 11.5 (SPSS, Chicago, IL). Differences
between groups were assessed by Mann-Whitney U test and
Kruskal-Wallis test with Bonferroni post hoc analysis as
indicated in the figure legends. Univariate analyses were
performed using the Spearman rank correlation method. To
adjust the effects of covariates and identify independent
relationships, multivariate linear regression analyses were
performed. Here, parameters were included as independent
variables that showed a significant correlation with circulat-
ing AGF levels in univariate analyses. In addition, age and
sex were included in all models. Because fasting glucose
depends on T2DM and GFR depends on CD, these variables
were not included in the same model. Before performing
multivariate analyses, distribution was tested for normality
using Shapiro-Wilk W test. Nonnormally distributed para-
meters were logarithmically transformed. A P value less than
.05 was considered as statistically significant in all analyses.
3. Results
3.1. AGF serum levels in CD and diabetic patients
Clinical characteristics of the subjects studied (control
and CD) are summarized in Table 1, and all continuous
variables are given as median ± interquartile range.
Furthermore, the characteristics of the subgroups further
divided into nondiabetic and diabetic subjects are presented
in Table 2. Serum AGF was 140.7 ± 104.6 μg/L in the total
sample. Median circulating AGF was significantly higher in
controls (164.0 ± 95.4 μg/L) as compared with subjects on
CD (125.9 ± 96.3 μg/L) (P b .05) (Table 1). Furthermore,
AGF serum levels were significantly higher in diabetic
patients (161.7 ± 114.2 μg/L) as compared with nondiabetic
subjects (123.0 ± 88.2 μg/L) (P b .01). In contrast, a
significant difference in serum AGF levels could not be
demonstrated depending on sex (men, 131.6 ± 102.7 μg/L;
women, 144.9 ± 98.1 μg/L).
3.2. Univariate correlations
When all patients were studied, serum AGF levels
positively correlated with BMI, GFR, as well as fasting
glucose, and were negatively associated with serum
creatinine (P b .01) (Table 3). In controls, a positive
correlation between AGF on one hand and fasting glucose
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and HOMA-IR on the other hand was found (P b .05)
(Table 3). In CD patients, circulating AGF was positively
associated with CRP in univariate analyses (P b .05) (Table
3). In contrast, AGF did not correlate with age, blood
pressure, markers of lipid metabolism (FFA, cholesterol,
TG), adiponectin, and leptin (Table 3).
Table 2
Baseline characteristics of the study population further divided into controls without diabetes (control/T2DM−) or with diabetes (control/T2DM+) and CD
patients without diabetes (CD/T2DM−) or with diabetes (CD/T2DM+)
Control/T2DM− Control/T2DM+ CD/T2DM− CD/T2DM+
n 30 30 28 32
AGF (μg/L) 129.5 ± 84.2 191.6 ± 110.7⁎ 116.5 ± 108.5† 131.0 ± 123.1
Age (y) 63 ± 19 63 ± 16 59 ± 23 68 ± 12
Sex (M/F) 11/19 16/14 15/13 20/12
BMI (kg/m2) 28.2 ± 5.6 29.1 ± 5.2 25.2 ± 6.5⁎,† 27.9 ± 6.6
WHR 0.88 ± 0.12 0.94 ± 0.10⁎ 0.96 ± 0.18 1.00 ± 0.14⁎
SBP (mm Hg) 125 ± 21 126 ± 20 125 ± 38 120 ± 25
DBP (mm Hg) 77 ± 10 73 ± 15 77 ± 20 70 ± 18
Creatinine (μmol/L) 76 ± 17 72 ± 22 829 ± 431⁎,† 717 ± 221⁎,†
GFR (mL/min) 85 ± 35 100 ± 42 8 ± 6⁎,† 9 ± 5⁎,†
PTH (pmol/L) 4.4 ± 1.5 3.6 ± 1.9 19.1 ± 18.7⁎,† 16.8 ± 21.5⁎,†
FG (mmol/L) 5.1 ± 1.3 7.6 ± 3.2⁎ 4.6 ± 1.2† 5.2 ± 3.3†,‡
FI (pmol/L) 45.1 ± 33.3 47.9 ± 62.6 28.2 ± 47.6 50.1 ± 91.6
HOMA-IR 1.4 ± 1.2 2.8 ± 3.0 0.8 ± 1.4† 1.4 ± 3.3
FFA (mmol/L) 0.5 ± 0.2 0.6 ± 0.4 0.6 ± 0.5 0.7 ± 0.5
Cholesterol (mmol/L) 5.3 ± 0.9 4.9 ± 1.5 4.4 ± 1.1⁎ 4.2 ± 1.3⁎
HDL (mmol/L) 1.4 ± 0.4 1.2 ± 0.5 1.0 ± 0.5⁎,† 1.0 ± 0.3⁎,†
LDL (mmol/L) 3.5 ± 1.1 2.9 ± 0.9⁎ 2.7 ± 0.9⁎ 2.1 ± 1.4⁎,†
TG (mmol/L) 1.1 ± 0.8 1.4 ± 0.9 1.6 ± 0.9⁎ 1.8 ± 1.4⁎
Adiponectin (mg/L) 6.8 ± 3.8 4.6 ± 4.8 14.3 ± 15.7⁎,† 11.4 ± 12.6⁎,†
Leptin (μg/L) 17.8 ± 25.4 16.8 ± 22.3 11.4 ± 35.1 28.0 ± 54.4†,‡
CRP (mg/L) 2.5 ± 4.4 2.8 ± 3.8 3.5 ± 11.9 6.9 ± 24.7⁎,†
Values for median ± interquartile range are shown. Parameters were analyzed by Kruskal-Wallis test followed by Bonferroni post hoc analysis.
⁎P less than .05 as compared with control/T2DM−, †as compared with control/T2DM+, and ‡as compared with CD/T2DM−.
Table 3
Univariate correlations with serum AGF concentrations in all patients, as
well as in control and CD patients
All patients
(N = 120)
Controls
(n = 60)
CD
(n = 60)
Age (y) 0.146/0.111 0.151/0.249 0.195/0.135
BMI (kg/m2) 0.238/0.009a 0.148/0.260 0.213/0.103
WHR 0.063/0.496 0.123/0.349 0.146/0.267
SBP (mm Hg) 0.092/0.320 0.101/0.444 0.040/0.760
DBP (mm Hg) −0.069/0.456 −0.158/0.229 −0.025/0.849
Creatinine (μmol/L) −0.245/0.007a −0.086/0.515 −0.153/0.242
GFR (mL/min) 0.249/0.006a 0.076/0.564 0.198/0.129
PTH (pmol/L) −0.076/0.407 0.098/0.457 0.088/0.505
FG (mmol/L) 0.259/0.004a 0.281/0.029a 0.186/0.154
FI (pmol/L) 0.045/0.627 0.180/0.169 −0.101/0.444
HOMA-IR 0.145/0.115 0.264/0.042a −0.040/0.761
FFA (mmol/L) 0.010/0.917 0.059/0.655 0.005/0.971
Cholesterol (mmol/L) −0.007/0.936 −0.110/0.404 −0.048/0.717
HDL (mmol/L) 0.063/0.491 −0.080/0.542 0.007/0.958
LDL (mmol/L) −0.008/0.928 −0.103/0.434 −0.092/0.490
TG (mmol/L) −0.048/0.603 −0.024/0.854 0.019/0.884
Adiponectin (mg/L) −0.113/0.220 −0.233/0.073 0.140/0.285
Leptin (μg/L) 0.035/0.704 0.009/0.946 0.064/0.627
CRP (mg/L) 0.165/0.072 0.166/0.204 0.280/0.030a
r/P values are given.
a Significant correlation.
Table 1
Baseline characteristics of the study population
Control CD
n 60 60
AGF (μg/L) 164.0 ± 95.4 125.9 ± 96.3⁎
Age (y) 63 ± 17 67 ± 18
Sex (M/F) 27/33 35/25
Diabetic/nondiabetic 30/30 32/28
BMI (kg/m2) 28.7 ± 5.2 27.0 ± 7.5
WHR 0.91 ± 0.12 0.98 ± 0.13⁎
SBP (mm Hg) 125 ± 21 120 ± 29
DBP (mm Hg) 75 ± 12 70 ± 20
Creatinine (μmol/L) 74 ± 18 744 ± 300⁎
GFR (mL/min) 97 ± 41 9 ± 5⁎
PTH (pmol/L) 4.2 ± 1.7 17.9 ± 20.8⁎
FG (mmol/L) 5.8 ± 2.6 4.8 ± 1.7⁎
FI (pmol/L) 47.7 ± 47.7 38.3 ± 61.8
HOMA-IR 1.8 ± 2.2 1.1 ± 2.5
FFA (mmol/L) 0.5 ± 0.2 0.7 ± 0.5
Cholesterol (mmol/L) 5.1 ± 1.1 4.3 ± 1.3⁎
HDL (mmol/L) 1.3 ± 0.4 1.0 ± 0.5⁎
LDL (mmol/L) 3.1 ± 1.1 2.4 ± 1.0⁎
TG (mmol/L) 1.3 ± 0.8 1.6 ± 1.2⁎
Adiponectin (mg/L) 6.3 ± 4.8 11.9 ± 15.0⁎
Leptin (μg/L) 17.5 ± 23.9 20.9 ± 45.2
CRP (mg/L) 2.6 ± 4.2 5.0 ± 18.7⁎
Values for median ± interquartile range are shown. DBP indicates diastolic
blood pressure; FG, fasting glucose; FI, fasting insulin; HDL, high-density
lipoprotein; LDL, low-density lipoprotein; SBP, systolic blood pressure.
⁎ P less than .05 as compared with control as assessed by Mann-
Whitney U test.
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3.3. Multivariate regression analyses
Multiple linear regression analysis revealed that CD
remained negatively and T2DM remained positively asso-
ciated with circulating AGF levels after adjustment for age
and sex (P b .05) (Table 4, model 1). In addition, fasting
glucose positively predicted circulating AGF independent of
age, sex, GFR, and BMI (Table 4, model 2). The positive
association between AGF on one hand and fasting glucose
and HOMA-IR on the other hand in controls, as well as
between AGF and CRP in CD patients, remained significant
in multivariate analyses after adjustment for age and sex
(data not shown).
4. Discussion
In the current study, we show for the first time that serum
AGF levels are significantly increased in diabetic patients as
compared with nondiabetic subjects and that T2DM is a
significant independent positive predictor of circulating AGF
in multivariate analysis. Along this line, fasting serum
glucose is independently and positively associated with AGF
concentrations in multivariate analysis when all patients and
controls are studied. Convincing evidence has been pre-
sented that AGF is a hepatocyte-derived factor that potently
antagonizes obesity and insulin resistance [5]. Furthermore,
AGF has been suggested as a candidate gene for obesity in
intercross experiments using C57BL/6J and 129S1/SvImJ
mice on atherogenic diet [12]. Recently, the mechanisms by
which AGF influences glucose metabolism have been
elucidated in more detail. Thus, Kitazawa and coworkers
[13] present convincing evidence that AGF suppresses
glucose production in hepatocytes in a concentration-
dependent manner through reduced expression of glucose-
6-phosphatase at both the transcriptional and translational
level. Furthermore, phosphatidylinositol 3-kinase– and
protein kinase B–dependent nuclear export of forkhead
box class O1 appears to mediate this effect [13]. Taking these
results into consideration, up-regulation of AGF in T2DM
might be a compensatory mechanism that partly limits
hyperglycemia in humans. Furthermore, it is well possible
that AGF antagonizes insulin resistance before the onset of
T2DM but is no longer an effective antagonist after the
disease is manifest. In addition or alternatively, AGF
resistance might be found in T2DM, leading to compensa-
tory up-regulation of this liver-secreted factor. This mechan-
ism would be reminiscent of hyperinsulinemia and
hyperleptinemia that are a consequence of increased
production in compensation for obesity-associated resistance
to insulin and leptin [14]. Here, further studies are needed to
investigate whether subjects and animal models with T2DM
exhibit decreased AGF sensitivity and impaired receptor or
postreceptor signaling in its target tissues. Clearly, more
work is needed to better define the physiologic significance
of increased AGF levels in T2DM.
In the current study, we show for the first time that
circulating AGF is decreased in CD patients as compared
with controls with a GFR greater than 50 mL/min.
Furthermore, CD remains a significant negative predictor
of serum AGF concentrations independent of T2DM in
multivariate analysis. These results indicate that renal
excretion is not a significant route by which physiologic
AGF levels are maintained. Furthermore, our findings
suggest that markers of renal function should always be
included in studies concerning AGF physiology and
regulation. It should be elucidated in future studies by
which mechanism impaired renal function might contribute
to decreased AGF serum levels. Furthermore, it needs to be
tested in additional studies whether inflammatory status
contributes to AGF regulation in CD patients.
Some limitations of the present study have to be pointed
out: First, cross-sectional data are presented; and therefore,
temporality cannot be established. Furthermore, the sample
size is relatively small. Moreover, disease may be respon-
sible for the findings via biological mechanisms but also via
confounding by other disease-related traits.
Taken together, our results suggest that renal dysfunc-
tion is negatively and T2DM is positively associated with
AGF serum levels. Further studies are needed to better
elucidate the physiologic significance of circulating AGF
in human disease.
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Preeclampsia is a serious cardiovascular complication in preg-
nancy which is characterized by hypertension, proteinuria, 
and endothelial dysfunction. After a preeclamptic pregnancy, 
mother and newborn have a significantly increased future 
risk for metabolic and cardiovascular diseases.1 Interestingly, 
preeclampsia shares risk factors with the metabolic syndrome 
including insulin resistance and obesity.1
The mechanisms underlying preeclampsia have been  better 
elucidated in recent years. Thus, dysregulation of various 
 circulating factors influencing angiogenesis, body weight, and 
insulin sensitivity is an important pathogenetic element of 
the disease. Among those, antiangiogenic proteins including 
soluble fms-like tyrosine kinase (sflt) 1 and endoglin are sig-
nificantly increased in preeclampsia and contribute to blood 
pressure upregulation, as well as impaired uterine perfusion.2–7 
Furthermore, dysregulation of angiopoietin (Ang)-1 and -2 has 
been demonstrated in preeclampsia. Thus, the increase of serum 
Ang-2, a natural antagonist of Ang-1, during normal pregnancy 
was suppressed in women with preeclampsia.8 In addition, 
serum sflt1/Ang-2 ratio was significantly elevated in preec-
lamptic patients and differentiated preeclamptic women from 
healthy pregnant controls with excellent specificity and sensi-
tivity.9 In accordance with these findings, placentae obtained 
from women with preeclampsia had reduced levels of Ang-2 
mRNA.10 In contrast to Ang-2, Ang-1 plasma levels were sig-
nificantly increased in preeclampsia.11 Furthermore, increased 
concentrations of the appetite-suppressive adipocyte-derived 
protein leptin are found in preeclampsia before clinical onset 
of the disease.12 Moreover, insulin resistance-inducing tumor 
necrosis factor-α is elevated approximately twofold in women 
with preeclampsia13 and significantly increases mean arterial 
pressure in rats.14
Recently, liver-derived angiopoietin-related growth 
 factor (AGF, also known as Angptl6) has been introduced 
as a novel circulating protein which significantly influences 
 angiogenesis15 but also body weight and insulin sensitivity.16 
Thus, transgenic mice expressing AGF in epidermal keratinoc-
ytes exhibited reddish ears, snouts, and soles of feet compared 
to control mice suggesting enhanced angiogenesis in the skin 
 tissues.15 In accordance with this hypothesis, the density of 
capillary-like vessels was increased in the transgenic animals.15 
Furthermore, AGF-induced neovascularisation was demon-
strated in vivo by mouse corneal and matrigel plug assays.15 
1Department of Obstetrics, University of Leipzig, Leipzig, Germany; 
2Department of Internal Medicine, University of Leipzig, Leipzig, Germany; 
3Institute of Laboratory Medicine, University of Leipzig, Leipzig, Germany; 
4Interdisciplinary Center for Clinical Research (IZKF) Leipzig, Leipzig, Germany. 
Correspondence: Mathias Fasshauer (mathias.fasshauer@medizin.uni-leipzig.de)
Received 16 May 2008; first decision 21 June 2008; accepted 26 October 2008; 
advance online publication 00 Month 2008. doi:10.1038/ajh.2008.340
© 2008 American Journal of Hypertension, Ltd.
Serum Levels of Angiopoietin-Related Growth Factor 
Are Increased in Preeclampsia
Holger Stepan1, Thomas Ebert2, Susanne Schrey1, Constanze Reisenbüchler1, Sebastian Stein2,  
Ulrike Lossner2, Matthias Bluher2, Michael Stumvoll2, Jürgen Kratzsch3, Renaldo Faber1  
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Background
Preeclampsia is a serious complication in pregnancy with an 
increased future cardiovascular and metabolic risk for both mother 
and newborn. Recently, angiopoietin-related growth factor (AGF) 
was introduced as a novel liver-derived protein with proangiogenic 
and insulin-sensitizing effects. In the current study, we hypothesized 
that serum levels of AGF would be lower in preeclamptic patients as 
compared to healthy controls.
Methods
AGF was quantified by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
in control and preeclamptic patients during pregnancy (Control: 
n =22, Preeclampsia: n =22) and 6 months after delivery (Control: 
n =20, Preeclampsia: n =20). Furthermore, circulating AGF was 
correlated to clinical and biochemical measures of renal function, 
glucose, and lipid metabolism, as well as inflammation.
results
During pregnancy, median maternal AGF concentrations were 
significantly higher in preeclampsia (191.6 µg/l) as compared to 
control subjects (136.3 µg/l) (P = 0.004). Furthermore, preeclampsia 
and systolic blood pressure (SBP) were associated with AGF levels 
in multivariate analyses independent of maternal age. However, 
higher circulating AGF concentrations in preeclampsia did not persist 
6 months after delivery.
conclusions
Maternal AGF serum levels are significantly and paradoxically higher 
in preeclampsia during pregnancy. However, median postpartum 
circulating AGF levels are similar in preeclampsia and normal 
pregnancies.
Am J Hypertens 2008; xx:xxx-xxx © 2008 American Journal of Hypertension, Ltd.
[Q1]
2   AMERICAN JOURNAL OF HYPERTENSION
articles AGF and Preeclampsia
In addition, AGF-deficient mice developed marked obesity 
and insulin resistance, as well as lipid accumulation in skeletal 
muscle and liver, which was accompanied by reduced energy 
expenditure.16 In accordance with these results, rodents with 
transgenic overexpression of AGF were lean, insulin-sensitive, 
and showed increased energy expenditure.16 Furthermore, 
mice overexpressing AGF were resistant to high-fat diet- 
induced obesity, insulin resistance, and nonadipose tissue 
 steatosis.16 Similar effects were also found in animals with 
hepatic overexpression of AGF by adenoviral transduction.16
In contrast to other circulating factors influencing angio-
genesis, body weight, and insulin sensitivity including sflt1, 
endoglin, Ang-1, -2, leptin, as well as tumor necrosis factor-α, 
AGF serum concentrations have not been evaluated so far in 
pregnancies with preeclampsia. We hypothesized that circu-
lating AGF would be lower in preeclamptic patients similar 
to other proangiogenic factors including placental growth 
 factor.17 We determined AGF levels in 22 control and 22 preec-
lamptic patients and correlated serum concentrations of this 
 circulating factor to clinical and biochemical measures of renal 
 function, glucose, and lipid metabolism, as well as inflamma-
tion. Furthermore, AGF was measured in most of the patients 
6 months after delivery.
Methods
Subjects. Twenty-two Caucasian pregnant women with preec-
lampsia were recruited from the Department of Obstetrics, 
University of Leipzig with none of the women having episodes 
of preeclampsia in a prior pregnancy. The control group con-
sisted of 22 normotensive pregnant Caucasian women who 
were admitted to the Department of Obstetrics of the University 
of Leipzig for indications including cervical insufficiency and 
placenta previa. Preeclampsia was defined as gestational blood 
pressure elevation >140 mm Hg systolic or >90 mm Hg diastolic 
accompanied by proteinuria in women who were normoten-
sive before 20 weeks of gestation according to the Report of the 
National High Blood Pressure Education Program Working 
Group on High Blood Pressure in Pregnancy.18 Significant 
proteinuria was defined as ≥300 mg total protein in a 24-h 
urine collection or ≥1+ proteinuria by dipstick in a random 
urine analysis with no evidence of urinary tract infection. BMI 
was calculated as weight before pregnancy divided by squared 
height. Age ranged from 18 to 40 years and BMI from 16.9 to 
30.5 kg/m2. Homeostasis model assessment of insulin resist-
ance was determined as previously described.19
Study protocol. In all patients, blood was obtained after an 
overnight fast within 3 days of admittance to the Department of 
Obstetrics, University of Leipzig. In the preeclamptic patients, 
blood was drawn within three days of the diagnosis of preec-
lampsia. At the time of the blood sampling, none of the women 
was in labor. Serum was separated immediately by centrifuga-
tion at 4,000 g for 10 min and frozen at –80 °C.
Patients with renal diseases, diabetes mellitus, malignant 
diseases, a body temperature above 38.5 °C or signs of sepsis 
at first presentation were excluded from the study. The study 
was approved by the local Ethics Committee. All subjects gave 
written informed consent before taking part in the study.
Serum was also obtained from 20 of 22 controls and 20 of 
22 preeclamptic patients ~6 months after delivery (median; 
total sample: 194 days; Controls: 200 days; Preeclampsia: 
185 days; P = 0.39 for Control vs. Preeclampsia). Four patients 
(2 Controls, 2 Preeclampsia) of the original study declined to 
take part in the follow-up or could not be reached.
Assays. Serum insulin was measured with a two-site chemi-
luminescent enzyme immunometric assay for the Immulite 
automated analyzer (Diagnostic Products, Los Angeles, CA). 
Leptin (Mediagnost, Reutlingen, Germany), adiponectin 
(Mediagnost, Reutlingen, Germany), and AGF (Adipogen, 
Seoul, South Korea) serum concentrations were determined 
with commercially available enzyme-linked immunosorbent 
assays (ELISAs) according to the manufacturers’ instructions. 
The sensitivity of the AGF ELISA was 1.2 µg/l. While the 
degree of precision of the ELISA system in terms of coeffi-
cient of variance (%) of intra-assay was between 1.5 and 3.3%, 
that of inter-assays was between 3.3 and 8.6%. Spike  recovery 
and linearity were in a range of 85–105% and 96–101%, 
respectively. The ELISA was specific for human AGF with no 
detectable crossreactivities to human adiponectin, resistin, 
fatty acid–binding protein-4, vaspin, visfatin, retinol-binding 
protein-4, as well as angiopoietin-like protein-3, -4, and -7. 
Levels of creatinine, glucose, cholesterol, triglycerides, and 
C-reactive protein were measured by standard laboratory 
methods in a certified laboratory.
Statistical analysis. SPSS software version 11.5 (SPSS, Chicago, 
IL) was used for all statistical analyses. Distribution was tested 
for normality using Shapiro-Wilk W-test and all non-normally 
distributed parameters were logarithmically transformed 
before performing parametric tests. Differences between 
control and preeclamptic patients were assessed by unpaired 
Student’s t-test or χ2-test. Correlations were performed using 
the Pearson’s correlation method. To adjust the effects of 
covariates and identify independent relationships, multivariate 
linear regression analyses were performed. Differences in AGF 
serum levels before and 6 months after delivery were assessed 
by paired Student’s t-test. A P value of < 0.05 was considered as 
statistically significant in all analyses.
results
agF serum levels are significantly higher  
in preeclamptic patients as compared to controls
Clinical characteristics of the subgroups studied (Control, 
Preeclampsia) are summarized in Table 1. Maternal serum 
AGF concentrations were significantly higher in preeclamptic 
patients as compared to control subjects (Table 1). Age, BMI, 
and gestational age at blood sampling were not significantly 
different in the two groups; however, there was a trend toward 
higher age and BMI in the preeclamptic group (Table 1). The 
significant difference in circulating AGF between control 
and preeclamptic patients was also seen after adjustment for 
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 maternal age and BMI (P < 0.05) (data not shown). Systolic 
blood pressure (SBP) and diastolic blood pressure (DBP), 
serum creatinine, triglycerides, leptin, adiponectin, and 
C-reactive protein were significantly higher in preeclamptic 
patients as compared to healthy pregnant controls (Table 1). 
In contrast, fasting glucose, fasting insulin, homeostasis model 
assessment of insulin resistance, and cholesterol were not dif-
ferent between the two groups (Table 1).
univariate correlations
When all patients were studied, serum AGF levels positively 
correlated with blood pressure (SBP, DBP), creatinine, and 
C-reactive protein (Table 2). In preeclamptic patients, a 
 positive correlation between AGF and C-reactive protein 
was also present (Table 2). However, all other significant 
 univariate correlations were lost when the two subgroups 
were studied separately (Table 2). Because proteinuria was 
assessed by dipstick only in most of the women, we could not 
assess the correlation between 24-h urine proteinuria and 
AGF in the current study.
Multivariate correlations
Multiple regression analysis revealed that the positive asso-
ciation between AGF and SBP remained significant after 
adjustment for maternal age (Table 3, model 1). Furthermore, 
preeclampsia was a predictor of circulating AGF  independent 
table 1 | characteristics of the study population
Control Preeclampsia P
N 22 22
AGF (µg/l) 136.3 (110.8, 162.0) 191.6 (161.2, 225.9) 0.004
Age (years) 29.4 ± 6.1 31.9 ± 5.1 0.15
BMI (kg/m2) 20.9 (19.4, 22.5) 22.4 (20.3, 25.4) 0.07
SBP (mm Hg) 100 (98, 115) 160 (145, 180) <0.001
DBP (mm Hg) 65 ± 10 102 ± 14 <0.001
Heart rate (beats/min) 72 (68, 80) 78 (71, 88) 0.05
Gestational age at blood sampling (days) 210 ± 16 214 ± 31 0.57
Gestational age at delivery (days) 247 ± 27 219 ± 29 0.002
Birth weight of infants (g) 2,392 ± 721 1,313 ± 824 <0.001
Creatinine (mg/dl) 0.61 ± 0.12 0.79 ± 0.14 <0.001
Fasting glucose (mg/dl) 64.42 (56.63, 68.75) 64.60 (61.40, 73.43) 0.09
Fasting insulin (mU/l) 7.84 (5.15, 9.88) 5.89 (3.44, 10.58) 0.32
HOMA-IR 1.23 (0.76, 1.56) 1.24 (0.52, 2.47) 0.65
Cholesterol (mg/dl) 264.50 (230.09, 299.88) 250.39 (230.27, 301.82) 0.95
Triglycerides (mg/dl) 212.19 (153.34, 283.72) 297.06 (231.44, 380.84) 0.02
Leptin (µg/l) 24.45 (15.78, 37.28) 53.45 (37.95, 89.85) <0.001
Adiponectin (mg/l) 6.73 (4.88, 8.35) 11.93 (8.55, 16.03) <0.001
C-reactive protein (mg/l) 1.65 (1.00, 3.42) 8.22 (3.63, 37.21) <0.001
Previous pregnancies (%)
 0 14 (64) 12 (55) 0.36
 1 4 (18) 6 (27)
 2 2 (9) 4 (18)
 3 2 (9) 0 (0)
Caesarean section (%) 12 (55) 19 (86) 0.011
Antihypertensive treatment (%) 0 (0) 11 (50) <0.001
α-Methyldopa (%) 0 (0) 11 (50) <0.001
β-Blocker (%) 0 (0) 4 (18) 0.04
Smoker before pregnancy (%) 10 (46) 4 (18) 0.05
Smoker during pregnancy (%) 2 (9) 0 (0) 0.15
AGF, angiopoietin-related growth factor; BMI, body mass index; DBP, diastolic blood pressure; HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin resistance; SBP, systolic blood 
pressure.
Continuous variables are shown as mean ± s.d. in case of normally distributed parameters or median (25th percentile, 75th percentile) in case of non-normally distributed parameters. 
Normality was assessed by Shapiro-Wilk W-test. For categorical parameters the total number (percentage) of patients is shown. Continuous parameters were analyzed by unpaired 
Student’s t-test. In case of non-normally distributed variables, logarithmic transformation was done before unpaired Student’s t-test. Categorical parameters were analyzed using the 
χ2-test. P values are depicted.
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of maternal age (Table 3, model 2). In contrast, the associa-
tion of AGF with creatinine (Table 3, model 3) and C-reactive 
protein (data not shown) was lost after controlling for SBP 
and age.
agF serum levels 6 months after delivery
Finally, AGF serum levels were studied in 20 of 22 controls 
and 20 of 22 preeclamptic patients ~6 months after delivery. 
Median AGF serum levels were not significantly different in 
the control women after delivery (137.3 µg/l (25th percentile, 
75th percentile: 101.7, 167.7)) as compared to the concentra-
tions during pregnancy (140.0 µg/l (113.6, 171.3)) (P = 0.51). 
In contrast, AGF serum concentrations significantly decreased 
in the preeclamptic patients studied from 191.0 µg/l (158.3, 
222.0) during pregnancy to 105.5 µg/l (63.5, 197.7) 6 months 
after delivery (P = 0.004). Postpartum AGF levels were similar 
between controls (137.3 µg/l (101.7, 167.7)) and preeclamptic 
patients (105.5 µg/l (63.5, 197.7)) (P = 0.37).
discussion
Strong evidence has been presented recently that downregu-
lation of proangiogenic mediators such as placental growth 
factor and induction of antiangiogenic proteins such as sflt1 
contribute to the pathogenesis of preeclampsia.2–7,17 In the 
current study, we demonstrate for the first time that  maternal 
serum AGF levels are significantly higher in  preeclamptic 
patients as compared to healthy controls. Furthermore, 
preeclampsia is a significant predictor of circulating AGF in 
multivariate analysis independent of age. Moreover, SBP is 
significantly associated with AGF concentrations in multivari-
ate analysis. However, since all preeclamptic subjects have a 
higher SBP than controls by definition, the SBP may be merely 
a marker for preeclamptic status or vice versa. Upregulation of 
AGF in preeclampsia appears paradoxical because this liver-
derived protein has potent proangiogenic properties. Thus, 
adenovirus-mediated AGF overexpression in ischemic limb 
increases blood flow through induction of angiogenesis and 
arteriogenesis, thereby, reducing the necessity for limb amputa-
tion.20 Additional in vitro and in vivo experiments by the same 
authors demonstrate convincingly that this effect is mediated 
via increased nitric oxide production through activation of 
p44/42 mitogen-activated protein kinase and endothelial nitric 
oxide synthase signaling.20 It needs to be determined in future 
studies whether AGF upregulation in preeclampsia might be a 
compensatory mechanism to counteract impaired nitric oxide 
availability and angiogenesis in preeclampsia. Furthermore, it 
should be assessed whether elevated serum levels of AGF in 
preeclampsia are derived from placenta.
Convincing evidence has been presented that AGF potently 
antagonizes obesity and insulin resistance besides its proang-
iogenic properties16 and is a candidate gene for obesity in mice 
on atherogenic diet.21 Furthermore, suppression of glucose 
production in hepatocytes has been suggested as a mechanism 
for glucose-lowering effects of AGF.22 In the current study, 
 circulating AGF is not independently related to markers of 
obesity, glucose, and lipid metabolism. These results do not 
support the hypothesis that AGF is a major factor  influencing 
body weight and insulin sensitivity in humans. However, 
 further studies in larger and nonpregnant populations are 
 necessary to better elucidate the potential role of AGF in facets 
of the metabolic syndrome.
table 3 | Multivariate linear regression analyses between 
agF (log, dependent variable) and sBP (log) adjusted for age 
(Model 1) or age and creatinine (Model 3), as well as between 
agF (log, dependent variable) and preeclampsia adjusted for 
age (Model 2)
Dependent variable: AGF (log)
Model
Independent 
variable
Unstandardized  
β
95% confidence 
interval for β P
Model 1 SBP (log) 0.922 0.373, 1.472 0.002
Age –0.001 –0.011, 0.010 0.87
Model 2 Preeclampsia 0.166 0.050, 0.282 0.006
Age 0.000 –0.010, 0.011 0.95
Model 3 SBP (log) 0.804 0.181, 1.427 0.01
Age –0.001 –0.012, 0.009 0.81
Creatinine 0.280 –0.402, 0.961 0.41
Unstandardized β-coefficients, 95% confidence intervals for unstandardized 
β-coefficients, and P values are given; (log) indicates parameters which were 
logarithmically transformed before multivariate analysis.
AGF, angiopoietin-related growth factor; SBP, systolic blood pressure.
table 2 | univariate correlations with serum agF (log) 
concentrations as assessed by Pearson’s correlation method. 
r and P values are given; (log) indicates parameters which were 
logarithmically transformed before univariate analysis
All patients  
(n = 44)
Controls  
(n = 22)
Preeclampsia 
(n = 22)
Age 0.103/0.51 –0.129/0.57 0.249/0.26
BMI (log) 0.170/0.27 0.065/0.77 0.068/0.76
SBP (log) 0.490/0.001 0.228/0.32 0.212/0.37
DBP 0.436/0.004 0.270/0.24 –0.043/0.86
Heart rate (log) 0.175/0.30 –0.113/0.65 0.178/0.48
Gestational age at 
blood sampling
–0.009/0.95 0.201/0.37 –0.259/0.26
Gestational age at 
delivery
–0.197/0.21 0.182/0.44 –0.264/0.24
Birth weight of infants –0.191/0.23 0.249/0.29 –0.185/0.41
Creatinine 0.336/0.03 0.334/0.13 –0.136/0.55
Fasting glucose (log) 0.023/0.88 –0.222/0.32 0.014/0.95
Fasting insulin (log) –0.041/0.79 0.258/0.25 –0.259/0.25
HOMA-IR (log) –0.031/0.84 0.191/0.40 –0.224/0.32
Cholesterol (log) –0.099/0.53 –0.132/0.56 –0.067/0.77
Triglycerides (log) 0.077/0.62 –0.150/0.50 –0.015/0.95
Leptin (log) 0.281/0.07 0.049/0.83 0.083/0.71
Adiponectin (log) 0.176/0.25 –0.294/0.18 0.028/0.90
C-reactive  
protein (log)
0.357/0.02 –0.116/0.61 0.540/0.009
AGF, angiopoietin-related growth factor; BMI, body mass index; DBP, diastolic blood 
pressure; HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin resistance; SBP, systolic 
blood pressure.
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Some limitations of the study have to be pointed out: First, 
the sample size is relatively small. Furthermore, although age 
and baseline BMI were not significantly different between 
preeclamptic patients and controls, there was a trend toward 
higher age and BMI in the preeclamptic group. Moreover, it 
needs to be elucidated in future prospective studies whether 
AGF serum levels in the first trimester of pregnancy might 
predict the development of preeclampsia.
We show for the first time that circulating AGF concen-
trations are higher in preeclamptic patients as compared to 
 controls during pregnancy but are similar after delivery.
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